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論  文  内  容  の  要  旨 
 
 
【背景と目的】 
膀胱がんは、約 20％の筋層浸潤がん (浸潤性がん) と、約 80％の筋層非浸潤乳頭状がん (非浸
潤性がん) に分類される。浸潤性がんは予後不良であり、有用な早期診断法はいまだ確立してい
ない。一方、予後良好な非浸潤性がんも、再発時には 10～30％は浸潤性がんとなるため、確実な
浸潤性がんの早期診断が、膀胱がん患者にとっては不可欠である。これまでに、膀胱発がんでは、
DNA コピー数が増減 (copy number aberrations: CNAs) するゲノム不安定性は報告されてきた。
しかし、浸潤早期に特異的な CNAs はいまだ発見されていない。そこで本研究では、浸潤性がん
のゲノム不安定性に着目し、動物モデルにおける、発がん早期から CNAs をきたす遺伝子の同定
と、そのヒト相同遺伝子を用いたヒト浸潤性がんの早期診断バイオマーカーへの応用を目的とし
た。 
【方法】 
研究①：ニトロソアミンである N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine (BBN) を飲水投与す
ると、ラットでは非浸潤性膀胱がんが、マウスでは浸潤性がんが生じる。これらの組織から抽出
した DNA を用いて、Comparative Genomic Hybridization (CGH)-アレイによる CNAs のゲノム
網羅的な解析を行った。さらに、定量 PCR により CNAs を検証し、ヒトとの相同性について、
データベースを用いて検討した。 
研究②：ヒト候補遺伝子の CNAs につき、8 種類のヒト膀胱がん細胞株および非浸潤性がん 9
例、浸潤性がん 9 例における経尿道的膀胱腫瘍切除 (TUR) 組織のホルマリン固定パラフィン包
埋薄切標本から、がん病変部を同定し、そこから抽出した DNA を用いて、定量 PCR 解析を行っ
た。 
研究③：ヒト候補遺伝子の蛋白発現につき、14 症例のヒト膀胱全摘組織を用いて、免疫組織学
的検討を行った。さらに、膀胱がんにおいては、同一個体組織内の不均一性がみられるため、104
症例の TUR による組織型を、悪性度に基づきそれぞれ非浸潤性乳頭状病変 (n=53) 、浸潤性が
ん塊状病変 (n=108) 、浸潤性がん散在性病変 (n=132) の 3 つに分類し、免疫染色によるスコア
リングから統計学的解析を行った。 
【結果】 
研究①：CGH-アレイ解析では、BBN 誘発ラット非浸潤性がん組織において、有意な CNAs は
認められなかった。一方、マウス浸潤性がん組織においては、異なる 4 つの染色体領域で、コピ
ー数の増幅が認められた。さらに、その 4 か所の領域に含まれる遺伝子の定量 PCR 解析では、染
色体 2D-E1 にある Olfr1184 と、7qA3 にある Cyp2a5 および Cyp2a22 のコピー数増幅が、浸潤
性がん組織から認められた。データベースを用いた検討より、マウス Cyp2a5 のヒト相同遺伝子
である CYP2A6 を、浸潤性発がん早期の、ゲノム不安定性によるコピー数変化に基づいたバイオ
マ―カー探索のための候補遺伝子として同定した。 
研究②：ヒト膀胱がん細胞株を用いた定量 PCR 解析では、CYP2A6 のコピー数増幅は、1 種類
の細胞株のみで認められた。しかし、TUR 組織では、非浸潤性がんの 1 例と浸潤性がんの 5 例で
増幅が認められ、コピー数増幅の平均値は、浸潤性がんで有意に高かった（p = 0.0085）。 
研究③：ヒト膀胱全摘組織を用いた免疫組織学的検討では、正常膀胱粘膜の表層上皮細胞で
CYP2A6 の蛋白発現が確認され、浸潤性がん病変での発現増強が認められた。104 症例の TUR
組織を用いた免疫染色によるスコアリングでは、CYP2A6 強発現を示す細胞数の割合は、非浸潤
性乳頭状病変で 0.3％、浸潤性がん塊状病変で 9.3％、浸潤性がん散在性病変で 27.3％であり、そ
れぞれ悪性度が上がるほど有意な増加を認めた（p < 0.01）。 
【結論・考察】 
BBN 誘発膀胱がんモデル動物では、浸潤性がんでのみ CNAs が認められることを発見し
た。さらに、定量 PCR を用いた解析により、Cyp2a5 は、浸潤性がん早期からコピー数が増
幅していることを確認した。CYP2A6 の遺伝子増幅と過剰発現は、ヒト非浸潤性がんではほ
とんどみられず、浸潤性がんと有意に関連することから、浸潤性への移行を早期に発見する
バイオマーカーとなる可能性が示された。臨床的には、CYP2A6 が、浸潤型マーカー候補の
一つとして、膀胱がんの治療選別に役立ちうると考えられる。 
 
 
 
論文審査の結果の要旨 
【目的】膀胱がんは、約 20％の筋層浸潤がん (浸潤性がん) と、約 80％の筋層非浸潤乳頭状がん 
(非浸潤性がん) に分類される。浸潤性がんは予後不良であり、有用な早期診断法はいまだ確立し
ていない。一方、予後良好な非浸潤性がんも、再発時には 10～30％は浸潤性がんとなるため、確
実な浸潤性がんの早期診断が、膀胱がん患者にとっては不可欠である。これまでに、浸潤性がん
では、DNA コピー数が増減 (copy number aberrations: CNAs) するゲノム不安定性は報告されて
きた。しかし、浸潤早期に特異的な CNAs はいまだ発見されていない。そこで申請者らは、浸潤性
がんのゲノム不安定性に着目し、浸潤性がんに特異的な CNAs を同定することを試みた。 
【対象と方法】研究①：ニトロソアミンである N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine (BBN) 
を飲水投与すると、ラットでは非浸潤性膀胱がんが、マウスでは浸潤性がんが生じる。これらの
組織から抽出した DNA を用いて、Comparative Genomic Hybridization (CGH)-アレイによる CNAs
のゲノム網羅的な解析を行った。さらに、CNAs を検証し、ヒトとの相同性をデータベースで検討
した。研究②：ヒト候補遺伝子の CNAs につき、8 種類のヒト膀胱がん細胞株および非浸潤性がん
9 例、浸潤性がん 9 例における経尿道的膀胱腫瘍切除 (TUR) 組織のホルマリン固定パラフィン包
埋薄切標本から、がん病変部を同定し、そこから抽出した DNA を用いて、定量 PCR 解析を行っ
た。研究③：ヒト候補遺伝子の蛋白発現につき、14 症例のヒト膀胱全摘組織を用いて、免疫組織
学的検討を行った。さらに、膀胱がんにおいては、同一個体組織内の不均一性がみられるため、
104 例の TUR による組織型を、悪性度に基づきそれぞれ非浸潤性乳頭状病変、浸潤性がん塊状病
変、浸潤性がん散在性病変に分類し、免疫染色によるスコアリングから統計学的解析を行った。 
【結果】研究①：CGH-アレイ解析では、BBN 誘発ラット非浸潤性がん組織において、有意な CNAs は
認められなかった。一方、マウス浸潤性がん組織においては、異なる 4 つの染色体領域で、コピー
数の増幅を認めた。さらに、その 4 か所の領域に含まれる遺伝子の定量 PCR 解析では、染色体 2D-
E1 にある Olfr1184 と、7qA3 にある Cyp2a5 および Cyp2a22 のコピー数増幅を認めた。データベース
を用いた検討より、マウス Cyp2a5 のヒト相同遺伝子である CYP2A6 を、浸潤性発がん早期の、ゲノ
ム不安定性によるコピー数変化に基づいたバイオマ―カー探索のための候補遺伝子として同定し
た。研究②：ヒト膀胱がん細胞株を用いた定量 PCR 解析では、CYP2A6 のコピー数増幅は、1 種類の
細胞株のみで認められた。しかし、TUR 組織では、非浸潤性がんの 1 例と浸潤性がんの 5 例で増幅
が認められ、コピー数増幅の平均値は、浸潤性がんで有意に高かった（P=0.0085）。研究③：ヒト
膀胱全摘組織を用いた免疫組織学的検討では、正常膀胱粘膜の表層上皮細胞で CYP2A6 の蛋白発現が
確認され、浸潤性がん病変での発現増強が認められた。104 症例の TUR 組織を用いた免疫染色によ
るスコアリングでは、CYP2A6 強発現を示す細胞数の割合は、非浸潤性乳頭状病変で 0.3％、浸潤性
がん塊状病変で 9.3％、浸潤性がん散在性病変で 27.3％であり、それぞれ悪性度が上がるほど有意
な増加を認めた（P<0.01）。 
【結論】膀胱がんでは、非浸潤性がんに比べて浸潤性がんの CYP2A6 遺伝子コピー数の増幅と免疫
染色での強発現が有意であるため、浸潤性がんへの移行における早期診断につながる可能性があ
ることを見出した。また、臨床的には TUR 組織における腫瘍先進部の免疫染色により、CYP2A6 の
強発現が浸潤型マーカーとして高リスク群の選別に有用であると考えられた。 
【審査内容】主査の高橋から、検索対象としたヒト膀胱がん症例における喫煙歴の有無、BBN 以
外の発がん物質により作成されるラット浸潤性がんの検討、膀胱がん細胞株における CYP2A6 強制
発現による形質変化の検討など 14 項目、第一副査の近藤教授からは、膀胱がんの遺伝子発現によ
る分類法、CGH アレイの方法、マウス 7qA3 における遺伝子増幅の再現性など 18 項目、さらに第
二副査の安井教授からは浸潤性膀胱癌の治療法、個別化医療、臨床応用など主科目を中心に 6 項
目の質問があった。これらの質問に対して申請者から概ね適切な回答が得られ、本論文の内容に
ついて十分に理解するとともに、専攻分野 (腎・泌尿器科学)に関する知識を習得しているものと
判断された。本研究は、動物を用いた膀胱がんモデルから見出した Cyp2a5 遺伝子増幅がヒト膀胱
がんにおいても相同遺伝子である CYP2A6 の高発現として認められ、その発現量は悪性度に相関す
ることを明らかにした。よって、これらの新しい知見を報告している本論文の筆頭著者は博士
（医学）の学位を授与するに相応しいと判断した。 
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